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論文内容要旨
 2000年6月のヒトゲノムプロジェクトの完了宣言や田中耕一氏によるソフトレーザー脱離法のノーベル賞
 受賞に象徴されるように,生命の仕組みを分子レベルで解き明かす試みによって生命科学は大きな進歩を遂
 げてきた.他方,これらの分子が生体内でどのようにふるまい作用するかを明らかにするために,複雑な生
 命システムの最小単位である,単一細胞,細胞集団,組織を対象とした分析が必要とされている.特に,創
 薬や再生医学の分野では細胞レベルでの機能評価が研究開発の鍵を握る.しかし,現状では細胞を生きたま
 ま操作し,測定する技術はまだ充実しておらず,従来の微細加工プロセスや化学分析法の適用では不十分で
 ある.このような現状を打破するために,マイクロメートルオーダーの構造体を利用して細胞に様々な操作
 を加える微細培養システムの開発や,単一紐胞レベルで細胞を生きたまま計測する手法の開発が試みられて
 いる.本論文では,細胞機能の評価が簡便に再現性良く行えるアッセイシステムの開発を目的とし,微細構
 造体を利用した培養システムの開発,ならびに細胞計測技術との融合をおこなった.以下に,本研究で得ら
 れた結果を各章ごとに総括する.
 第1章序論
 本論文の目的と意義について述べた.現在行われている微細培養システムの研究動向と利点を考察し本研
 究の背景を述べた.続いて,本論文で単一細胞計測技術として用いた走査型電気化学顕微鏡(SECM)の特
 性と原理について解説した.また,細胞膜透過性を持たない分子を細胞に導入する技術が細胞レベルの研究
 に不可欠である点を述べ,そのために現在用いられている手法の特徴ど問題点を述べた.特に,エレクトロ
 ポレーション法については,原理も含めて詳しく解説した.
 {
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 第2章実験
 マイ,クロ電極や各種微細構造体の作製方法および使用方法について詳しく述べた.また,使用した細胞の
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 培養方法,測定装置などについても述べた.
 第3章細胞のマイクロパターン培養と単一細胞の呼吸活性評価
 細胞のマイクロパターン培養技術とSECMによる細胞計測技術を
 組み合わせて,新規なバイオアッセイシステムの構築に取り組んだ.
 まず,SECMを用いた酸素濃度の計測を単一神経細胞の呼吸活性評
 価に適用した.その結果,PC12細胞の軸索と成長円錐の呼吸による
 酸素消費の時間変化をマイクロメートルレベルの分解能で計測する
 ことができ,神経成長因子が神経の成長点である成長円錐の活性を
 特異的に活性化することを明らかにできた.次に,SECM測定を細
 胞のパターン培養技術と組み合わせた.マイクロコンタクトプリン
 ティング法に改良を加えることで,HeLa細胞をガラス基板上にパタ
 ー ン培養して酸素消費速度を定量的に評価することができた.マイ
 クロパターンの形状と大きさが呼吸活性に与える影響を調べ,細胞
 伸展を妨げるパターン形状では細胞が増殖停止期に近い状態で培養
 される可能性を示した(図1).酸素消費は細胞の増殖などの活性を
 直接に反映するので,パターン固定した細胞の呼吸活性評価はバイ
 オアッセイチップの実現例のひとつといえる.
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 図1.(a)HeL&細胞マイクロパターンの光
 学顕微鏡写真,(b)細胞近傍の酸素濃度分
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 第4章局所薬剤刺激による細胞アッセイシステムの開発
 細胞集団に対して簡便に再現性良く局所薬剤投与をおこなうことが可能な隔膜型の培養基板を開発し,
 SECM測定や細胞パターニング技術と組みあわせて細胞アッセイ
(a)
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 システムを構築した(図2a).細胞数個程度の直径の貫通孔(～56
 1nter錦畷arCa2+wave
 魑m)を有するPDMSフィルムを,ポーラスメンブレンの下面には
 りあわせて培養基板とした.膜の下面の溶液相に添加した薬剤を
 PDMSフィルムの微細孔を介して膜の上面の溶液相に到達させる
 ことで,膜の上面に培養した細胞集団の一部に薬剤を局所投与す
 ることができた.局所薬剤投与をおこなった細胞集団のSECM測
 定によって,刺激を受けていない細胞をコントロールとして相対
 比較に基づく薬剤作用の評価が可能となり,電気化学バイオアッ
 セイの検出感度と信頼性が向上した.また,局所薬剤投与基板に
 細胞パターン培養技術を適用して,心筋細胞マイクロパターンの
 薬理的特性を調べた.ラインパターンした心筋細胞はパターン方
 向に沿って同期したCa2+トランジェントを示し,これは,oc亡anol
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 図2.(a)隔膜型培養基板の模式図,(b)
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 の局所投与によって2つの領域に分断された.あらかじめ細胞情報伝達が起こる方向を規定した細胞ネット
 ワークに対して局所薬剤投与をおこうことで,細胞間作用を容易に解析できることを示した.
 第5章細胞シートヘの局所エレクトロポレーシ田ン
 簡単に分子導入をおこなうことができるシステムを実現するために,細胞シートに対して一度にアレイ状
 にエレクトロポレーションを引き起こすことが可能な培養基板を研究した.デジタルシミュレーションによ
 る電場解析と細胞膜不透過性分子を用いた実験の両面から,微細孔を有する隔膜型の培養基板の両側に1組
 の平板電極を設置して電圧印加をおこなうことで局所エレクトロポレーションがアレイ状におこなえること
 を確かめた.KMST・6細胞を用いた蛍光プローブ分子の導入実験では,6Vの電圧印加でほぼ100%の細胞に
 エレクトロポレーションを起こすことができた.この電圧は従来
 のエレクトロポレーション装置の1/10以下の電圧であり,より安
 全で単純な構造の装置の開発につながるという利点も示された・
 また,エレクトロポレーション条件の最適化をハイスループット
 化するために,直径の異なる貫通孔を複数個有する隔膜型培養基
 板を作製した.それぞれの孔の周囲で孔の大きさに対応した強度
 の電場が形成され,蛍光分子(恥。漉rY6110w)とDsRed発現ベク
 ター(pDsRed」Express-C1)の導入に最適な電場強度をスクリーニ
 ングできた.実用化に向けては導入対象物質を基板上にアレイ固
 定する必要があるなど今後も検討が必要であるが,エレクトロポ
 レーションは初代培養細胞やES細胞など,医学,生物学的分野
 の研究で大いに注貝を集めている細胞に簡便に遺伝子導入をで
 きる数少ない有効な手法であるため,今後興味深いものであると
 いえる.
(
a
 ㈲灘、靉靆
 図3.(a)隔膜型エレクトロポレーション
 基板の模式図,(b)異径PDMS基板を用い
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 第6章総括
 各章で得られた結果を総括し本論文で開発した手法の展望を述べた,
 創薬や再生医学の分野では細胞レベルでの機能評価が必要とされているがその技術はまだ充実していない.
 本論文は,細胞機能評価の発展には,生きたままの細胞を細胞レベルで培養し取り扱うための微細培養シス
 テムの開発と細胞を細胞レベルで計測する手法の開発が不可欠であるとの認識のもと,両者を互いに関連付
 けて新規な培養・計測システムの構築に取り組んだ.微細培養システムは,アレイ化,操作の簡略化,単一細
 胞へのアプローチなど,さまざまな利点を有するため,今後も活発に研究がおこなわれ続けると考えられる.
 その際,本論文で示したいくつかの基盤技術や培養システムが今後の研究発展の足がかりとなれば幸いであ
 る.
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 論文審査結果の要旨
 ゲノムプロジェクトの完了を受け,創薬や再生医学の分野では細胞レベルでの機能評価が必要とされ
 ているがその技術はまだ充実していない.本論文は,細胞機能の評価が簡便に再現性良く行えるアッセ
 イシステムの開発を目的とし,微細構造体を利用した細胞培養システムの開発,ならびに細胞計測技術
 との融合をおこなった研究をまとめたもので,全編6章からなる.
 第i章は序論であり,現在おこなわれている微細培養システムおよび細胞計測技術の研究動向と利点
 について述べ,本研究の目的と意義を明示している、
 第2章では,本研究で使用したマイクロ電極や各種微細構造体の作成方法,および使用方法について
 詳しく述べている.また,使用した細胞の培養方法,測定装置などについても述べている,
 第3章では,細胞のマイクロパターン培養技術と走査型電気化学顕微鏡(SECM)による細胞計測を
 組み合わせて,新規なバイオアッセイシステムを構築している.直径数μmのマイクロ電極により細胞
 近傍の酸素濃度を計測することで,単一神経細胞の酸素消費(呼吸代謝)をマイクロメートルレベルの
 分解能で計測し,神経成長因子が神経の成長点である成長円錐の活性を特異的に活性化することを明ら
 かにしている.次に,呼吸活性測定をガラス基板上にパターン固定したHeLa細胞に適用し,細胞の酸
 素消費速度を定量的に評価できることを確認している、これは,培養細胞を用いた六イオァッセィチッ
 プの実現につながる研究成果である.
 第4章では・局所薬剤投与に基づくバイオアッセイシステムについて検討している.直径約50緋mの
 貫通孔を有する培養基板を作製し,細胞数個の領域に40分間以上継続して局所薬剤投与がおこなえる
 システムを実現している・次に,開発した局所薬剤投与技術を,SECM測定や細胞パターニング技術と
 組みあわせて,相対比較に基づく電気化学バイオアッセイと,心筋細胞マイクロパターンの薬理特性の一
 評価がおこなえることを確認している.これらは,バイオアッセイの検出感度と信頼性の向上,および,
 細胞レベルでの細胞間作用の解析を可能とする有用な成果である.
 第5章では,貫通孔を有する培養基板の上下に平板電極を設置すると,電場印加によるエレクトロポ
 レーション現象を利用して,細胞集団の局所に分子導入がおこなえることを明らかにしている.これは,
 培養基板の貫通孔近傍に高電場が局所形成されることを利用したものであり,サイズが異なる貫通孔の
 配置によって,蛍光分子やDNAの導入に最適な電場強度をスクリーニングすることに成功している.
 この成果は,医学,生物学的に重要な初代培養細胞やES細胞などへも簡便に遺伝子を導入するシステ
 ムの実現に有効な知見である.
 第6章は結論である.
 以上を要するに,本論文は微細な構造を有する培養システムを開発し,細胞アッセイヘの応用をおこ
 ない有効な成果を得たもので,バイオロボット工学ならびに細胞計測工学に寄与するところが少なくな
 い.
 よって,本論文は博士(工学)の学位論文として合格と認める.
 一851一
